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Seznam pouzitych zkratek
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1 UVOD

Toxikologické udaje potvrzuji Casté michani fentanylu s heroinem v pouli¢nich drogach.
Pred rokem 2013 byly hlaSeny pouze obcasné vyskyty heroinu kontaminovaného
fentanylem. Od té doby byla zjisténa pfitomnost fentanylu témét v kazdém zdroji heroinu.
Detekovany fentanyl v drogach pochazi zejména ze dvou zdroji. V zapadni Evropé
a Australii je z nejvetsi Casti ziskavan ze zneuzitych fentanylovych 1ékt, zatimco v Severni
Americe a vychodni Evropé jsou drogy pancovany fentanylem vyrobenym v nelegalnich
varnach. Divodem tohoto piimichavani fentanylu do heroinu, pficemz vznika tzv. , fake”
heroin, je mnohonasobné zvySeni ucinnosti a soucasné snizeni potizovacich nakladu.
V zavislosti na tomto faktu, resp. z divodu zamezeni nebo alespori snizeni poCtu
predavkovani opioidy, byly vynalezeny a distribuovany fentanylové testovaci prouzky.
Studie ukazaly, ze 1idé uzivajici drogy vyvinuli zdjem o moznost otestovat si latku pred
samotnou aplikaci do téla. Diky tomu se Castecné zvysila kontrola drogového trhu. [1-4]

Hlavni rozdily mezi ,,fake™ heroinem a Cistym heroinem spocivaji v extrémni rychlosti
nastupu a sile ucinkd, s tim spojené kratké dobé stavu ,,pod vlivem*, ktera trva zhruba jednu
az dvé hodiny, a v pfekonani tolerance ziskané na Cisty heroin. HlaSeny byly také nezadouci
ucinky jako potize s dychanim i vidénim, snizend citlivost spojend s mravencenim
a brnénim, hlavné v oblasti krku a tylni ¢asti hlavy. V soucasné dobé je obrovskym
problémem fakt, ze jedinci uzivajici heroin byli z vice nez poloviny pozitivné testovani na
fentanyl i pfesto, ze deklarovali, ze jej nikdy neuzivali. Kombinace heroinu a fentanylu
vyznamn€ zvy$ila letalitu smési, ¢imz vyrazné€ vzrostl po€et umrti. [1, 5]

Predavkovani spojené s uzitim pancovaného heroinu je otdzkou jednotek minut, jelikoz
se dostavi silné smrtelné respiraéni deprese. Zatimco po aplikaci letalni davky
nepancovaného heroinu dochézi k exitu pfiblizn€ po dvaceti minutach, tudiz je mozné
jedince zachranit, jestlize se mu dostane rychlé prvni pomoci. [1,6]

Z dtvodu vyse zminéné problematiky bylo cilem této prace vyvinout metodu, ktera bude
dostatecné rychld, selektivni, nenaro¢na na pfistrojové vybaveni ¢i chemikalie, a hlavné
pouzitelna v terénu. Divodem byla snaha usnadnit bezpecnostnim slozkam praci, aby byl
mozny screening zabavené latky jiz na misté ¢inu. Pro tyto u€ely byla zvolena voltametricka
analyza s pouzitim ti§téné uhlikové elektrody, kterou lze vyuzit v systémech s prenosnymi
miniaturizovanymi potenciostaty. Spojenim potenciostatu s chytrym telefonem pfies

Bluetooth je mozné provadét analyzy a ziskavat vysledky v realném cCase. [7]



2. TEORETICKA CAST
2.1 Fentanyl

Jedna se o silny synteticky vyrobeny opioid. Paul Janssen jej roku 1959 pripravil jako
nahradu zastaralych anestetik. Ostatni védci ho zacali bedlivé studovat, zprvu testovat na
zvitatech a posléze 1 na lidech. Smés fentanylu (50-100 ug/kg) spolecné s kyslikem (100%)
se zacCala jako prvni vyuzivat pii anestezii pacientl, ktefi podstupovali operace mitralni
chlopné ¢i koronarni tepny. Nyni se fentanyl pouziva jako narkoticky analgeticky doplnék
pii celkovych i CasteCnych anesteziich naptiklad pii 1écbé rakoviny. Velkou ulohu plni pfi
1é¢bé chronickych bolesti, kdy je aplikovan transdermalné ve formé naplasti. Kromeé piijmu
skrze pokozku se da aplikovat intravendzné, intranasalné, bukalné (stykem se sliznici tvare,
napf. mezi dasen a tvar) nebo sublingvalné (pod jazykem). [1, 8, 9]

Podle analgetického zebficku WHO fentanyl nalezi mezi velmi ucinna analgetika
3. stupné. V Ceské republice patii mezi piisn& kontrolované léky, predepisované na recept
s modrym prouzkem a spada pod nafizeni vlady ¢. 463/2013 Sb., tj. Nafizeni o seznamech
navykovych latek. [10] Na Ceském farmaceutickém trhu jej nalezneme pod znackami
Adolor, Dolforin, Durogesic, Fentalis, Fentanyl Mylan, Fentanyl-Ratiopharm ¢i Matrifen.
[11-13]

2.1.1 Vlastnosti

Systematickym  nazvem dle IUPAC  N-fenyl-N-[1-(2-fenylethyl)piperidin-4-
yl]propanamid patii mezi slouceniny anilinového typu se sumarnim vzorcem C2H2sN>O
(Obr. 1). Struény prehled jeho fyzikalné-chemickych vlastnosti je uveden v Tab. 1. Fentanyl
je v porovnani s morfinem zhruba 100krat siln€jsi, znacné lipofilni (log P = 2,3 pti pH 7,4
[14], log Kow = 4,05 [15]), tzn. ze lehce prostupuje skrze polopropustné membrany bunék,
coz vysvétluje jeho vysokou biodostupnost (92 %) pres kuizi. Po transdermalnim vstiebavani
maji uCinky fentanylu zpozdéni pfiblizneé 6 az 12 hodin od aplikace. V pribéhu 3 az 6 dna
dojde k ustaleni stavu a po odstranéni naplasti zistane pod kuzi rezervoar latky, kdy

clearance muze trvat i 24 hodin. [1, 12, 16]

@KNC}zW

Obr.1: Struktura fentanylu
10



Fentanyl se vaze na opioidni receptory nervového systému jako agonista, coz zapficinuje

komplexni bunééné zmeény snizujici vnimani bolesti a reakce na bolest, jinak feceno zvySuji

na ni toleranci. [16]

Tab. I: Fyzikalné-chemické vlastnosti fentanylu [12, 14, 15]

Molarni hmotnost

336,471 g - mol’!

Struktura krystalicka
Teplota varu 461,1 °C
Teplota tani 84,1°C

Rozpustnost ve vode

200 mg - dm™ (pii 25 °C)

log P

2.3 (pti pH="7,4)

log Kow 4,05
pKa (citrat) 8,3
pKA 8,43

Primarné dochazi k biotransformaci fentanylu v jatrech za pomoci CYP3A4. Béhem
studii na krysach se ukazalo, Ze se fentanyl oxiduje na rizné polarni produkty. Studie in vivo
odhalily jako hlavni oxida¢ni metabolit fentanylu norfentanyl, ale byla zji§téna i minoritni
ptitomnost dalSich metaboliti, jako naptiklad despropionylfentanylu, hydroxyfentanylu ¢i
hydroxynorfentanylu. Po intravenozni aplikaci opioidu do téla byl béhem studie z téla
vyloucen z vice nez 80 % ve formé metabolit, pficemz 76 % bylo vylouceno moci a 8 %

vykaly. [17, 18]

2.1.2 Zavislost na fentanylu

Obecné je nejvetsim puvodcem vzniku zavislosti dlouhodobé nebo nadmérné uzivani
1ékti, tak je tomu i u fentanylu. Vyvolava podobné ucinky jako ostatni opioidy, mezi néz
patii ospalost, relaxace, euforie (i kdyz méné vyrazna nez u heroinu/morfinu), zavraté ci
halucinace. V pripadech aplikace vysSich davek je s uzivanim fentanylu spjata deprese
dychani (vedouci az k apnoe), nevolnost, zvraceni, zacpa, zadrzovani moci nebo také
bradykardie (zpomaleni srdeCni frekvence pod fyziologickou mez). [1]

Dlouhodobé zneuziti fentanylu vede k silnym nezadoucim ucinkiim jako je tvorba pény
v dutiné Ustni, zdchvaty a neschopnost zapamatovat si nové informace. Pfi aplikaci opioidu
skrze nos, Snupanim prasku, nebo kourenim dochazi k poSkozeni plic. Pfi odvykani si se
projevuji typické abstinen¢ni priznaky jako je tfes, kieCe (nejcastéji v oblasti dutiny biini),

prujem, kosterni bolest, zvySené poceni a tizkosti. [1]
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Fentanylova epidemie

Jiz od 70. let 20. stoleti jsou ve Spojenych statech znamy pfipady zneuzivani, resp.
predavkovani se fentanylem nebo NFF. Epidemiologické zpravy a také informace soudniho
1ékatstvi ukazaly, ze postupem Casu se tento problém mnohonéasobné rozsifil a jiz se netyka
pouze Severni Ameriky, ale i Australie a Evropy. [1, 4]

Napriklad v Britské Kolumbii (BK) mezi lety 2016 a 2018 byl fentanyl detekovan v 88 %
zkoumanych vzorkt pouli¢nich opioidnich drog. Také zde v roce 2016 doslo k témér 80%
narustu poctu predavkovani ve srovnani s rokem 2015, coz tehdy vedlo k zavedeni zdravotni
nouze v této provincii. BK je povazovana za epicentrum krize v Kanad¢, kde fentanyl
zpusobil 84 % umrti z predavkovani (24,4 na 100 000 obyvatel v roce 2017). [19] Bylo
vypozorovano, ze v Kanadé zemfte v disledku pfedavkovani fentanylem jeden ¢lovék denné.
[21] Dalsim prikladem zavaznosti fentanylové epidemie je fakt, ze v USA zemfelo
predavkovanim za rok 2013 stejné mnozstvi lidi, jako za roky 2005, 2006 a 2007 dohromady.
[20] V Ceské republice bylo mezi lety 2016-2021 hlageno 79 piipadi zneuziti fentanylu,
pticemz 30 % z nich bylo za uCelem spachani sebevrazdy. [14]

Byla vytvorena strategie ke zmirnéni této krize, jejiz soucasti je distribuce naloxonu (1éku
potlacujiciho ucinky opioidd), zvySena kontrola opioidnich 1éCiv ¢i vytvofeni mist pro

kontrolovanou aplikaci drog. [22]

2.2 Heroin

Poprvé byl syntetizovan roku 1874 C. R. Wrightem, ptivodem z Velké Britanie,
a o dvacet Ctyfi let pozdéji, roku 1898, byl némeckou firmou uveden na trh jako komercné
dostupné analgetikum. Prvnim ucelem jeho vyuziti byla podpora 1écby onemocnéni plic,
nejcasteji tuberkuldzy, nahradou za morfin ¢i kodein. Po zjisténi vysoké toxicity a rychle se
zvySujici tolerance na opioid bylo okolo roku 1920 jeho terapeutické pouziti zakazano.
Momentalné se jedna o celosvétoveé nejnebezpecnéjsi a nejrozsirenéjsi drogu opioidniho
typu. Aplikace heroinu nejcastéji probiha intravenozni cestou, dal§imi méné Castymi
zpusoby jsou skrze nosni sliznici — $iiupanim, koufenim anebo také inhalacné. Zpusob
ptijmu heroinu zavisi na formé, v jaké se vyskytuje. Bily heroin (heroin-hydrochlorid) byva
aplikovan prvnimi dvéma zpusoby, tzv. hnédy heroin, vétSinou obsahujici jako pfimés
strychnin, ktery je méné rozpustny, byva pfijiman zbylymi dvéma cestami. Pokud se k nému
prida kyselina citronova, ¢im se zvysi rozpustnost, je mozno jej podat intravenozni cestou.

Nejcast€jsim zptisobem vyroby je acetylace morfinu (Obr. 2). [23-25]
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Acetic anhydride
A

0 0
HO OH CH,CO0 OCOCH;

Morphine Heroin

Obr. 2: Vyroba heroinu acetylaci morfinu, pfevzato z [23]

V Ceské republice je evidovan jako nelegalni navykova latka. Stejn& jako vyse zminény
fentanyl 1 heroin spada pod nafizeni vlady ¢. 463/2013 Sb., tj. Nafizeni o seznamech
navykovych latek [10]

2.2.1 Vlastnosti

3,6-diacetylmorfin, nebo dle IUPAC (5R,65)-4,5-epoxy-17-methylmorfin-7-en-3,6-diyl-
diacetat (Obr. 3), je narkotické analgetikum se sumarnim vzorcem C21H23NOs. Jeho
fyzikalné-chemické vlastnosti jsou shrnuty v Tab. II. Oplyva podobnymi ucinky jako
morfin, je v§ak jen 5-10x silné&jsi, coz v porovnani s fentanylem zastava zhruba desetinu jeho
sily. [26, 27]

[
N

N
HsC CH,

>——o 0 0%

9] 0
Obr. 3: Struktura heroinu
Tab. II: Fyzikalné-chemické vlastnosti heroinu [26, 27]

Moléarni hmotnost 369,416 g - mol!
Struktura krystalicka

Teplota varu 272-274 °C

Teplota tani 173 °C

Rozpustnost ve vodé 600 mg - dm™ (pii 25 °C)
Rozpustnost v chloroformu 1g/1,5cm?

log P 1,69

log Kow 1,58

pKa 7,95 (pti 25 °C)

13



Metabolismus heroinu probihd v krvi, hlavné v jatrech, kde deacetylaci prechazi na
6-acetylmorfin, ktery posléze opét deacetyluje na morfin. Ten poté prechazi pisobenim
enzymu UGT2B7 na neaktivni metabolit morfin-3-glukuronid, v mens§i mife na
morfin-6-glukuronid. Plisobenim jaterniho enzymu CYP3A4 je morfin schopny
N-demethylace na normorfin. Vysoky podil vzniklych metaboliti je nasledné z té€la vyloucen
moci, pficemz zhruba 10 % opusti télo ve formé stolice. [27-29]

Biodostupnost heroinu po oralnim poziti je mala, jelikoz dochazi k uplnému first-pass
efektu jater a extrajaternich ucinki. Pisobeni nastava az po prechodu na 6-acetylmorfin ¢i
morfin. Téméf vSechny metabolity heroinu, resp. morfinu se v dne$ni dobé& analyzuji z krve
a moci. Po intraven6zni aplikaci heroinu (12-20 mg) byl ve vzorcich krve morfin pozorovan
zhruba po dvaceti hodinach. V pfipade vykouteni 10,5 mg heroinu byl morfin detekovan
v ¢asovém rozmezi desitek minut az dvou hodin. V pfipadé detekce 6-acetylmorfinu
a morfinu v moc¢i se Casové intervaly pohybovaly v rozmezich dvou az jedenacti hodin
a sedmi az padesati tfech hodin, v zavislosti na velikosti aplikované davky. [28]

Cistota heroinu na evropském trhu se pohybuje v rozmezi 11 % az 40 %, piicemz
prumérna hodnota byla stanovena na 15 % az 29 %. Jednim z vizualnich indikatora Cistoty
je barva prasku, jelikoz Cisty heroin ma bilou barvu, zatimco znecisténé formy jsou zbarvené

ptes bézovou az po tmaveé hnédou. [30]

2.2.2 Zavislost na heroinu

Po aplikaci jedinec nabude stavu omémeni, provazeného potizemi s koordinaci
a s tim spojenymi zpomalenymi reakcemi. Vizualné lze pozorovat extrémni zizeni o¢nich
zornic. Dale je pozorovatelnd vyprahlost v ustech, provazena zvracenim a také
mravenceni/svédéni téla. Pfi nadmérném uzivani a vybudované toleranci ¢lovéku bledne
kiiZe a ztraci hmotnost. Mimo jiné mu zvodnati o¢i a nos, ¢imz jsou zpusobené vytoky. Jako
dalsi jsou dobfe viditelna mista vpichd, jelikoz se uziti drogy opakuje Castéji a Castéji.
Celkové narusuje chod organt, jako je mozek, cévni soustava nebo jatra. Pfi intravenozni
aplikaci, zejména v pokro€ilém stadiu zavislosti, je velmi Casté spojeni s tvorbou infekci
(opakované pouzivani nehygienickych jehel), coz se tyka Zloutenek vSech typu, prenosu HIV
(sdileni jehel) a s tim spojeného oslabeni imunity. Toto zpisobuje zejména nachylnost plic
k onemocnénim, napf. tuberkuldzou.

Abstinen¢ni pfiznaky se po vysazeni objevuji velmi rychle, v fadech hodin. Jsou
provazeny velkymi bolestmi svalového i1 kosterniho aparatu, spojenymi s kieCemi

a zimnicemi. Clov€k ma problémy se zazivacim traktem, prijmy a zvracenim. [25]
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2.3 Metody analyzy opioidi

2.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Tato separacni metoda slouzi jak ke kvantitativnimu (z plochy piku), tak 1 ke
kvalitativnimu (z reten¢niho ¢asu) urCeni analyzovanych smeési. Z divodu vysoké citlivosti,
selektivity a moznosti vyuziti malych navazek je vhodnou metodou pro zkoumani opioidd.
Velmi uziteCnou a vyuzivanou variantou je také jeji spojeni s hmotnostni spektrometrii, které
poskytuje témet kompletni spektrum pottebnych informaci. Toto spojeni doprovazeji urcita
omezeni ve slozeni mobilni faze, jelikoz musi byt tékava a nesmi interferovat s analytem.

[5, 12, 20, 31]

Napftiklad vyuzivani HPLC kolon, obsahujicich monoliticky oxid kiemicity (jeden kus
vysoko porézniho silikagelu), dovoli zvySit prutok, coZz zvySuje a zaroven zrychluje
schopnost separace. Na zakladé této vlastnosti byla vyvinuta rychla metoda analyzy heroinu.

Byla pouzita kolona Merck Chromolith RP 18e (100 x 4,6 mm) a UV detektor
(pfi 210 nm). Jako slozka A MF byl zvolen fosfatovy pufr o koncentraci 15 mmol - dm,
pficemz slozkou B byl acetonitril. Prvni tfi minuty o priitoku 3 ml - min"' se mobilni faze
skladala z90 % z fosfatového pufru a v pribéhu péti minut (5 ml - min') se obsah
acetonitrilu linearn€ zménil z 10 % na 25 %. Nasledné byla MF zregenerovana béhem tfi
minut (3 ml - min™") na pivodni pomér. Celkové jedna analyza trvala jedenact minut.

Chromatogram, ktery poskytla uméle vytvorena smés obsahujici obvyklé primési
(morfin, paracetamol, kodein, papaverin, ...), potvrdil absolutni separaci slozek. VSechny
analyty se za zvolenych podminek eluovaly do sedmi minut, pfi¢emz heroin mél retencni
Cas okolo 5,7 minut. Analyza realného vzorku poskytla vysledky se stejnymi retenénimi Casy
a piky byly také dobfe rozliSitelné, ¢imz byla potvrzena moznost vyuziti této metody pro

rychlou a jednoduchou analyzu. [32]

Béhem jiného experimentu byl UV detektor nastaven na meteni pfi 230 nm. Pouzila se
kolona Zorbax Cg (150 x 4,6 mm, 5 um) temperovana na teplotu 31 °C. Slozkou A mobilni
faze byla 0,1% (v/v) kyselina fosfore¢na, slozkou B byla smés zminéné kyseliny a 90%
acetonitrilu. Pritok byl nastaven na 2 ml za sekundu s linearnim gradientem mobilni faze
z 0 — 100 % B/A béhem tficeti minut. Pomoci této metody se analyzovaly desitky 1€Civ,

veetné fentanylu, ktery poskytl retencni ¢as 24,0 minut v bazickém systému HPLC. [31]
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Jelikoz se s rozSifovanim trhu objevuji stale nové derivaty fentanylu, které maji také
schopnost agonistické aktivity, vyskytuji se i analoga vyrazné zvySujici uCinky (respiracni
deprese, ...) 1 pfi malych davkach. Proto byla vyvinuta metoda ultra vysokoucinné
kapalinové chromatografie shmotnostni spektrometrii s iontovou pasti (UPHLC-Ion
Trap-MS"). Spolecné s experimenty byla vytvorena knihovna spekter novych fentanylovych
analogu.

Béhem experimentu se pracovalo sredlnymi vzorky plné krve, moci, tkarovymi
homogenizaty mozku ¢i jater. Byla vyuzita kolona Thermo Scientific Acclaim RSLC 120
C18 (2,1 x 100 mm, 2,2 um, 120 A). Jako vodna mobilni faze se vyuzivala smés
2mmol - dm™ mravendanu amonného, 0,1% kyseliny mraven&i a 1% acetonitrilu ve vodé
(MF A). Organicka faze se skladala z 2mmol - dm™ mraven&anu amonného, 0,1% kyseliny
mravenci a 99% acetonitrilu ve vodé (MF B). Vstfikovalo se 5 pl vzorku, pfi¢emz systémem
protékalo 500 ul za minutu. Pocatecni podminky slozeni MF 99:1 (A:B) se linearn€, béhem
osmi minut, meénily na 1:99 (A:B), kdy se vyeluovaly vSechny slouceniny. Béhem dalSich
tfi minut se systém vratil do pivodniho stavu.

Touto metodou bylo analyzovano zhruba 500 vzorkd (vSechny kvili divodnému
podezieni, ze jedinec uzival drogy). Bylo nalezeno 375 pfipadi vyskytu fentanylu nebo
alespont jednoho jeho analogu. Spolu s detekci furanylfentanylu byl v 90 % nalezen
i despropionylfentanyl. Pouze v jednom pfipadé se neuvadél analog fentanylu jako jedna
z pricin smrti. Tato metoda byla shledana jako neocenitelny nastroj pro identifikaci opiata,

resp. sledovani a vyzkum novych sloucenin. [5]

Byla vyvinuta vysoce citliva, selektivni a spolehliva analyticka separacni metoda, vhodna
pro kvantifikaci fentanylu, deseti jeho analogt a heroinu v pouli¢nich drogach. Metoda
vyuziva spojeni HPLC s duélni UV a amperometrickou (AD) detekci. Pro separaci byla
vyuzita kolona XDB-C8 (4,6 x 150 mm, 5 um) temperovana na 25 °C. Detekce probihala
pfi vinové délce 205 nm. MF tvotil acetonitril a sm&s 20mmol - dm™ mraven&anu amonného
o pH 7 s 100mmol - dm™ chloridem draselnym v poméru 3:7 (v/v). Prittokova rychlost byla
nastavena na 1,5 ml za minutu, separace trvala 30 min. Amperometricka detekce byla
zajiSténa wall-jet pratokovou celou vyuzivajici pracovni tisténou grafitovou
makroelektrodu, jejiz potencial byl nastaven na hodnotu 1 V proti Ag/AgCl. Meze detekce
dosahovaly koncentraci 0,45 mg - dm® (AD) a 0,16 mg - dm™ (UV) pro heroin
a 0,77 mg - dm™ (AD), 0,54 mg - dm™ (UV) pro fentanyl. Metoda byla vyuZita k analyze

policii zabavenych pouli¢nich drog. Priprava vzorku zahrnovala pouze rozpusténi navazky
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vzorku drogy (12,5 mg) v mobilni fazi (25 ml) a filtraci pfes 0,2 um PTFE sttikackovy filtr.
[20]

2.3.2 Voltametrie

Elektrochemicka metoda, pfi které se sleduje zavislost proudu na vkladaném potencialu
z vnéjsiho zdroje. Vysledkem méfeni je tzv. voltamogram, ktery tento vztah popisuje.
Béhem voltametrickych méfeni je mozné dvouelektrodové (pracovni a referentni) Ci
tiielektrodové zapojeni (navic pfidana pomocna). Pracovni elektrody mohou byt tvofeny
bud rtuti anebo tuhym materidlem, jako GCE, ktera je idealni pro méfeni uméle
syntetizovanych latek. Referentnimi elektrodami byvaji obvykle elektrody II. druhu, zatimco
pomocné jsou tvoreny nejcastéji platinou nebo skelnym uhlikem. Také je mozné pouzit
SPCE, kdy jsou vsechny tfi elektrody naneseny na jednu keramickou desticku. Bé€hem

meéfteni jsou tyto elektrody ponoteny ve voltametrické cele naplnéné zkoumanym roztokem.

[12, 33]

Vyuzitim SWAdSV s SPCE byla vytvorena nizkonakladova, rychla, jednoducha a citliva
metoda urCena pro identifikaci a ¢astecnou kvantifikaci fentanylu ve vzorcich 1ékt. Byly
pouzivany SPCE (vyrobené na sitotiskové tiskarné DEK 248), slozené ze stfibrnych vodic¢a,
pseudoreferentni Ag/AgCl elektrody, uhlikové pracovni elektrody a protielektrody. Nejprve
byla provedena anodicka preduprava pracovniho povrchu (zvétSuje aktivni povrch elektrody
a zaroven odstrani kontaminanty) v roztoku Tris-HCl o pH 8,5 (1,5 V, 40 s). Samotné
analyzy byly provedeny za pomoci SWAdSV bud’ po 320s adsorpci z 5 ml roztoku nebo ze
100ul kapky nanesené na SPCE. Méfeni bylo provedeno v potencidlovém rozmezi
0d -0,5 Vdo 1,6 V, s potencidlovym krokem 12 mV, amplitudou 75 mV a frekvenci 100 Hz.

Nejlepsi odezvu poskytoval fentanyl v prostedi o pH 8,5. Kalibra¢ni zavislost proudové
odezvy na koncentraci pii adsorpci z roztokd (0,075 pg - cm™ — 6,88 ug - cm™) vykazovala
dvojitou linearni zavislost. Prvni tvorily roztoky 0,075 ug - cm™ — 0,637 pg - cm™ a druhou

smési s koncentracemi 1,31 pg- cm® — 6,88 pg- cm™.

Pfi adsorbovani z kapky
(0,302 pg - cm™ — 6,88 pg - cm) byla pozorovana pouze jedna linearni zavislost. Rozdil
pravdépodobné zapfi€ila moznost michani smési béhem adsorpce, celkové dynamiky
a saturace povrchu elektrody. Zaroven byly vypocitany hodnoty LOD pro obé metody,
pfi¢emz pro prvni byla ziskana hodnota 0,037 = 0,017 pg - cm™ a pro druhou 0,233 =+ 0,025

ug - cm?. Celkové bylo prokazano, ze metoda je vhodna pro kvalitativni urdeni fentanylu
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v zadrzenych vzorcich drog a také pro kvantitativni analyzu metodou kalibra¢ni kiivky. [34]

Dalsi studie vyuzila moznosti modifikovat povrch SPCE krystalickym poréznim
koordina¢nim organozinecnatym polymerem. Touto upravou bylo docileno zvétSeni aktivni
plochy, rychlejsiho pienosu elektronti, snizeni prepéti a celkového zvyseni uCinnosti tisténé
elektrody. Zinek zaroven katalyzoval oxidaci na SPCE. Béhem experimentu se pouzivalo
tiielektrodové zapojeni voltametrické cely s referentni argentchloridovou, platinovou
pomocnou a ne/modifikovanou SPCE pracovni elektrodou. Zkoumany byly 100umol - dm™?
vzorky  fentanylu a  méfeni probihalo v  prostfedi  fosfatového  pufru
(c=0,1 mol - dm™) pii pH 7,0 metodou DPV s potencialy od 0,4 V do 1,2 V.

Lepsi vysledky poskytovaly vzorky meéfené na modifikované SPCE v porovnani
s nemodifikovanou, jelikoz k oxidaci dochazelo pfi 0 0,2 V niz§im potencialu a zaroven se
nékolikanasobné zvysila proudova odezva. Pfi méfeni smésnych roztoka (piidan oxykodon,
dopamin, paracetamol, ...), kdy pfimési byly v tisicinasobném nadbytku, nebyla detekce

fentanylu nijak ovlivnéna. [21]

Metoda SWV s vyuzitim SPGE byla vyuzita pro rychly screening vzorka falSovaného
heroinu v prostiedi o pH 7 a 12. Tisténa elektroda se skladala z grafitové pracovni, uhlikové
protielektrody a pseudoreferentni stfibrné elektrody. Méfilo se vzdy po nakapnuti 50 pl
analytu na SPGE. Parametry metody byly zvoleny: potencial 0-1,2 V, potencial kroku 5 mV
s amplitudou 25 mV a frekvenci 10 Hz. Pfed samotnym métfenim vzorku bylo vyuzivano
kondicionovani elektrody pfti -0,8 V po dobu 180 s.

Byl stanoven detekéni limit pro heroin 10 umol - dm™ slinearnim rozsahem do
500 umol - dm™ pfi méfeni v prostiedi o pH 7 a maximalné 1000 pmol - dm™ pii pH 12.
Pticemz pi1 vyssim pH poskytl heroin lepsi piesnost detekce ve smesnych roztocich. Jestlize
se ale jednalo o smés obsahujici heroin, kokain a paracetamol, bylo jako nejlepsi prostiedi
pro rozliSeni latek experimentalné zjisténo pH 5. Studie vcelku objasnila elektrochemicky

otisk prstu heroinu pii zvolenych podminkéch, zeyména pH a SPGE. [30]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vybaveni

3.1.1 Chemikalie
Opioidy
Heroin (Lipomed, Svycarsko)
Fentanyl (Lipomed, Svycarsko)
Kyseliny
Kyselina fosfore¢na 85% p. a. (Penta, Chrudim, Ceska republika)
Kyselina borita > 99,5% (Lachema, Brno, Ceska republika)
Kyselina octova > 99,8% w/v (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina chlorovodikova 35% p. a. (Penta, Chrudim, Ceska republika)
Baze
Hydroxid sodny > 98% p. a. (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
Rozpoustédla
Methanol HPLC grade (Honeywell, USA)
Deionizovana voda (18,2 MQ, pfipravena systémem Cisténi vody Direct-Q 3 UV, Milli-Q,
Merck, Némecko)
Ostatni
Tris (2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol) 99,9% (Sigma-Aldrich, Némecko)
Suspenze aluminy Al,O3 0,3 g/25 ml H>O, velikost ¢astic < 50 nm (Sigma-Aldrich,
Neémecko)

3.1.2 Pristroje a pomucky

Pii pfipravé roztokii byly pouzity automatické pipety Eppendorf Research Plus
(Hamburk, Némecko) s rozsahy 20-200 pl a 100-1000 pl, mikrostfikacka Hamilton 1-10 pl
(Bonaduz, Svycarsko), magnetickd michagka IKA lab disk (Staufen, Némecko) a zarovei
bylo sledovano pH roztoku na pH metru InoLab pH 720, ve kterém byla zapojena
kombinovana elektroda s teplotnim c¢idlem SenTix 41 (WTW, Némecko). Vzorky
a reagencie byly navazovany na analytickych vahach Kern ALS 220-4 (Némecko) nebo
Mettler Toledo XSE205 DualRange (Ohio, USA). Pro komplexni promichani a odplynéni
roztoki byla pouzita ultrazvukova lazei BANDELIN Sonorex Digitech
DT 31 H (Berlin, Némecko).
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Voltametrické experimenty byly provadény s potenciostatem/galvanostatem Autolab
PGSTATI28N v tiielektrodovém zapojeni, fizenym pomoci softwaru Nova 1.11 (vSe
Metrohm Autolab, Utrecht, Nizozemsko). Béhem experimentu byly pouzZity tisténé uhlikové
elektrody Metrohm DropSens SPCE DRP-C100 (Llanera, Spanélsko) s pracovni uhlikovou
elektrodou, pseudoreferentni stfibrnou a pomocnou uhlikovou elektrodou. Alternativni
elektrochemicky c¢lanek sestaval z pracovni elektrody ze skelného uhliku (GCE MF-2012,
BASi, West Lafayette, USA), referen¢ni kalomelové (Monokrystaly, Turnov, Ceska

republika) a pomocné platinove elektrody.

3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Priprava vzorku a roztoku

Pufry

Pro zajisténi stability a stejnych pracovnich podminek pfi méteni bylo pfipraveno 250 ml
Britton-Robinsonova pufru. Zasobni roztok BRP o pfiblizném pH 2, ktery je sloZeny ze
smési kyselin fosfore¢né, borité a octové (viechny o koncentracich ¢ = 0,4 mol - dm™), byl
dotitrovan na pozadované pH 8,5 pomoci 0,2mol - dm™ roztoku hydroxidu sodného.

Dale bylo pfipraveno 100 ml 0,1mol - dm™ roztoku Tris, ktery byl dotitrovan

Imol - dm™ roztokem kyseliny chlorovodikové na potfebné pH 8,5.

Vzorky opioidi

Byly pfipraveny roztoky heroinu a fentanylu o koncentraci 1 mmol - dm™. Po navaZeni
byly opioidy rozpustény v methanolu a promichany v ultrazvukové lazni. Tyto zasobni
roztoky byly nasledné pouzivany pro pfipravu meétfenych smési. Polovinu objemu smési
tvoril BRP, k némuz se pfidalo potiebné mnozstvi zasobniho roztoku opioidu a deionizované
vody k ziskani pozadované koncentrace.

Slozeni roztok fentanylu (F) pro konstrukci kalibracnich zavislosti je uvedeno

v Tab. IIL
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Tab. III: Priprava kalibra¢nich roztokl; obsahuje parametry: celkova koncentrace fentanylu
v kalibra¢nim roztoku (c); objem (V) BPR, vody a zasobniho roztoku fentanylu

Cislo roztoku | ¢ [mol - dm?] | V (BRP) [ul] V (H20) [ul] V (1mmol - dm™ F) [ul]
Roztok ¢. 1 1-10* 500 400 100

Roztok ¢. 2 5-10° 500 450 50

Roztok ¢. 3 25107 500 475 25

Roztok ¢. 4 1-10° 500 490 10

Roztok ¢. 5 5-10° 500 495 5

Roztok €. 6 2,5-10° 500 497.5 2,5

Roztok €. 7 1-10° 500 499 1

Smeésné vzorky fentanylu (F) a heroinu (H) byly pfipraveny podle Tab. IV. Kvili
nezadoucimu vysokému podilu methanolu v roztocich byly roztoky s vys$§im obsahem
heroinu piipraveny ze zasobniho roztoku heroinu o koncentraci 10 mmol - dm™.

Tab. IV: Priprava smésnych roztokti fentanylu s heroinem; obsahuje parametry: vysledny

pomér opioidl v roztoku, objem (V) BRP, vody, zasobniho roztoku fentanylu a zasobniho
roztoku heroinu

Cislo Pomér | V(BRP) | V(H,O) | V(Immol - dm™F) V (10mmol - dm™ H)
smési F:H [ul] [ml] [ml] [ml]

Smés¢. 1 | 1:1 500 300 100 100*

Smés ¢.2 | 1:10 500 420 40 40

Smés ¢.3 | 1:100 500 390 10 100

Smés ¢. 4 | 1:1000 | 500 399 1 100

*byl pouzit Immol - dm™ roztok heroinu (H)

3.2.2 Priprava elektrod
Uhlikové tisténé elektrody (SPCE)

Pied i po kazdém méfeni byla SPCE diikladn& oplachnuta destilovanou vodou. Cisténi
elektrod bylo zkouSeno chemicky za pouziti organickych rozpoustédel jako methanol,
ethanol ¢i hexan. Bohuzel se vSechna zvolena rozpoustédla ukazala jako nevhodna, protoze
zvySovala proudové pozadi, nebo v horSim piipad¢ rozpustila casti SPCE.

Nasledné se elektrody zacaly cistit elektrochemicky v roztoku BRP pH 8,5. Zakladem
bylo kondicionovani elektrod pfi potencialu 1,5 V po dobu 40 sekund. Po 10s ekvilibraci
byly elektrody kontrolovany cyklickou square-wave voltametrii (CSWV) s parametry, které
jsouv Tab. V.
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Tab. V: Parametry CSWV metody pro kontrolu SPCE po kondicionovani pii E = 1,5V,
t =40 s v roztoku BRP pH 8,5

Pocatecni potencial katodického skenu [V] 1
Koncovy potencial katodického skenu [V] -0,6
Pocatecni potencial anodického skenu [V] -0,6
Koncovy potencial anodického skenu drahy [V] 1
Amplituda pulzu [mV] 50
Potencial kroku [mV] 4
Casovy interval kroku [ms] 40
Frekvence [Hz] 25

Elektroda ze skelného uhliku (GCE)
Pred méfenim kazdého roztoku byla elektroda ze skelného uhliku lesténa (krouzivymi
pohyby ve tvaru ¢isla 8) na textilni lestici podlozce napusténé vodnou suspenzi aluminy.

Poté byla GCE dukladné oplachnuta destilovanou vodou.

Vsechny ostatni pouzité elektrody (pomocna a referentni) byly pred pouzitim oplachnuty
destilovanou vodou. Pokud se v danou chvili nepouzivaly, byly uchovavany v piislusnych

roztocich.

3.2.3 Voltametricka méreni

Voltametricka méfeni byla provadéna technikou square-wave voltametrie (SWV). Pro
vSechna nize zminéna méfeni byly nastaveny tyto parametry: amplituda pulzu +50 mV,
potencialovy krok +4 mV, Casovy interval pulzu 40 ms, frekvence 25 Hz, rychlost polarizace

0,1V - s prodleva pred skenem 5 s.

Cyklicka SWV s GCE
Touto metodou se analyzovaly roztoky zéakladniho elektrolytu (BRP pH 8,5), fentanylu

(c =0,1 mmol - dm™) a heroinu (¢ = 0,1 mmol - dm™). Voltametrick4 méfeni se provadéla
ve dvoudilné cele. Pripravené vzorky analytt byly odméfeny v objemu 200 pul do vnitini
voltametrické nadobky, ve které byla ponofena pomocna platinova a nale§téna pracovni
elektroda ze skelného uhliku. Do vnéjsi nadobky obsahujici 2 ml BRP pH 8,5 byla vlozena
referentni nasycend kalomelova elektroda. Roztoky v obou nadobkach byly oddé€leny
vycorovou fritou, ktera umoznila vodivé propojeni elektrochemického ¢lanku. Pfi méfeni

byly nastaveny podminky uvedené v Tab. VI.
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Tab. VI: Parametry méfeni metodou CSWYV s GCE; frekvence 25 Hz, amplituda 50 mV

Potencial kondicionovani [V] 0,95
Cas kondicionovani [s] 0

Pocatecni potencial katodického skenu [V] 0,95
Koncovy potencial katodického skenu [V] -0,4
Pocatecni potencial anodického skenu [V] -0,4
Koncovy potencial anodického skenu [V] 0,95

Roztoky zakladniho elektrolytu, fentanylu a heroinu o stejném slozeni, jaké bylo uvedeno
vySe, a také roztok smeési fentanylu a heroinu (koncentrace obou opioidi
¢=0,1 mmol - dm?) byly analyzovany pomoci CSWYV s modifikovanymi parametry.
Nejprve byla pracovni GCE polarizovana v anodickém smeéru, poté v katodickém a opét
v anodickém sméru. Nastaveni hodnot potencialt je uvedeno v Tab. VIIL.

Tab. VII: Parametry méfeni modifikovanou metodou CSWV s GCE; frekvence 25 Hz,
amplituda 50 mV

Potencial kondicionovani [V] 0
Cas kondicionovani [s] 0
Pocatecni potencial 1. anodického skenu [V] | -0,4

Koncovy potencial 1. anodického skenu [V] 1,4

Pocatecni potencial katodického skenu [V] 1,4
Koncovy potencial katodického skenu [V] -0,4
Pocatecni potencial 2. anodického skenu [V] | -0,4

Koncovy potencial 2. anodického skenu [V] 1,4

Transferova adsorpcni cyklicka SWV s SPCE
Touto metodou s SPCE byly sledovany zavislosti vysky piku fentanylu na dobé jeho

adsorpce z externiho roztoku na elektrodu, na potencialu preelektrolyzy, na poméru
fentanylu a heroinu (Tab. IV) a byla proméfena kalibracni fada roztokd fentanylu (Tab. III).

K potenciostatu byla piipojena SPCE, kterd se pfi rozpojeném elektrodovém obvodu
vkladala do zkumavky obsahujici analyzovany roztok (1 — 1,5 ml). Po urcité dobé adsorpce
byla SPCE vyjmuta z roztoku analytu, oplachnuta destilovanou vodou a vlozena do roztoku

zakladniho elektrolytu (750 ul BRP a 750 pl H20). Podminky méfeni viz. Tab. VIIIL.
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Tab. VIII: Parametry métfeni metodou transferové adsorpéni CSWV s SPCE; frekvence

25 Hz, amplituda 50 mV

Potencial preelektrolyzy [V] 1,2
Cas preelektrolyzy [s] 5
Pocatecni potencial katodického skenu [V] 1
Koncovy potencial katodického skenu [V] -0,6
Pocatecni potencial anodického skenu [V] -0,6
Koncovy potencial anodického skenu [V] 1

Cyklicka SWV s SPCE

Métenim CSWYV s SPCE bylo provedeno ovéfeni, zda je mozné, za pomoci této metody,

resp. elektrody, detekovat fentanyl v roztoku. Dale byla touto metodou zjisténa zavislost

mezi vyskou piku fentanylu a poctem opakovani meéteni na jedné elektrodé. Analyzovaly se
roztoky zékladniho elektrolytu (750 pl BRP o pH 8,5 + 750 ul H>0), 0,1mmol - dm™
fentanylu (750 ul BRP + 600 pl H,O + 150 ul Immol - dm™ F) a elektrody v zakladnim

elektrolytu, na kterych byl naadsorbovan fentanyl z externiho roztoku.

nastaveny podle Tab. IX.

Podminky byly

Tab. IX: Parametry méfeni metodou CSWV s SPCE; frekvence 25 Hz, amplituda 50 mV

Potencial kondicionovani [V] 0

Cas kondicionovani [s] 0

Pocatecni potencial 1. anodického skenu [V] | -0,4
Koncovy potencial 1. anodického skenu [V] 1,2
Pocatecni potencial katodického skenu [V] 1,2
Koncovy potencial katodického skenu [V] -0,4
Pocatecni potencial 2. anodického skenu [V] | -0,4
Koncovy potencial 2. anodického skenu [V] 1,2

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci softwaru QC.Expert 3.2 (TriloByte

Statistical Software, Pardubice, Ceska republika). Hodnoty LOD a LOQ byly vypo&itany

podle vztahti LOD = 3si/a, LOQ = 10ss/a, kde s5 je smérodatna odchylka useku, a je smérnice

kalibracni ptimky.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Meéreni s elektrodou ze skelného uhliku

Metodou cyklické SWV v elektrochemickém ¢lanku s pracovni elektrodou ze skelného
uhliku bylo testovano, zda lze heroinu v roztoku voltametricky odlisit od fentanylu. Metoda
vyuziva polarizace elektrody nejprve v katodickém sméru. Pocatecni potencial byl nastaven
na hodnotu 0,95 V, pii které se oCekava elektrochemicka oxidace obou analytd. Pokud pfi
elektrochemické reakci vznikne redukovatelnd latka, projevi se v katodickém sméru
polarizace elektrody proudovym signalem. Po opétovném otoceni sméru polarizace je
v nasledujicim skenu mozné sledovat proudovy signal jak samotného analytu, tak pripadné
i dalSich vzniklych reak¢nich produktt. Ostatni parametry méfeni i slozeni analyzovanych
roztokl jsou popsany vyse v kapitole 3.2.3.

Z Obr. 4 je dobfe viditelné, ze zatimco v okoli potencialu 0,8 V poskytly v anodickém
sméru polarizace proudovy signal oba analyty, fentanyl i heroin, tak kolem 0 V poskytl pik
pouze fentanyl, a to jak v katodickém, tak anodickém sméru polarizace. To znamena, ze
oxidaci fentanylu vznika latka, ktera se v katodickém skenu elektrochemicky redukuje
a produkt této reakce se v obraceném sméru polarizace zpétné¢ oxiduje. Heroin podobnou
reakci neposkytuje. Analyza tedy potvrdila moznost pouziti voltametrie na rozliSeni obou

vybranych opioidi. Z tohoto zjisténi vychazely dalsi experimenty.
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Obr. 4: CSW voltamogramy ZE (BRP pH 8,5), fentanylu (¢ = 0,1 mmol - dm™) a heroinu
(¢c= 0,1 mmol - dm™) na GCE; A — anodicky sken, B — katodicky sken; frekvence 25 Hz,
amplituda 50 mV

S pouzitim CSWYV s elektrodou ze skelného uhliku byly proméfeny roztoky popsané
v kap 3.2.3 a zjistovalo se, zda je mozné analyzovat roztok smeési obou opioidd s cilem
detekovat fentanyl ve smésném vzorku.

Pti voltametrické analyze smési heroinu a fentanylu byl pfi potencialu, kde poskytuji oba
opioidy signal, pozorovan jediny Siroky proudovy pik (Obr. 5). Specificky fentanylovy
pik/protipik pfi potencialu kolem 0 V nebyl nijak ovlivnén ptitomnosti heroinu. Toto zjisténi
otevira moznost detekovat pomoci CSWYV heroin panfovany fentanylem. Z hlediska
praktické aplikace metody pro analyzu v terénnich podminkach byly dal§i experimenty
provadény na tiSténych uhlikovych elektrodach (SPCE), které integruji tfielektrodovy
elektrochemicky clanek na jedné keramické desti¢ce a jsou primarné€ uréeny pro rychlé

jednorazové pouziti.
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Obr. 5: CSW voltamogramy zéakladniho elektrolytu (BRP pH 8,5), fentanylu
(c = 0, mmol-dm™), heroinu (¢ = 0,1 mmol - dm™®) a smésného roztoku
(c = 0,1 mmol - dm™ obou analytd) na GCE; A — anodicky sken, B — katodicky sken;
frekvence 25 Hz, amplituda 50 mV

4.2 Méreni na SPCE

4.2.1 Ovéreni moznosti pouziti SPCE

Metodou cyklické SWV s SPCE byly proméfeny roztoky fentanylu a heroinu
v zékladnim elektrolytu BRP pH 8,5 popsané v kapitole 3.2.3. Provedeni analyzy ukazalo,
ze voltamogramy na ti§téné uhlikové elektrodé se velmi podobaji zaznamim pofizenym
s GCE a poskytuji dobfe detekovatelny fentanylovy pik/protipik. Rozdilem oproti méfeni
v elektrochemickém ¢lanku s pracovni GCE a referentni nasycenou kalomelovou elektrodou
bylo posunuti proudovych pika do zapornych hodnot potencialti. Toto posunuti je zpiisobeno
pouzitim jiné referentni elektrody, kterou je v ptipadé SPCE sitotiskovou technikou

naneseny prouzek stfibrného inkoustu. Potencial této pseudoreferentni elektrody ma
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priblizné 0 0,27 V pozitivnéj§i hodnotu oproti potencialu SCE (0,241 V proti SHE pii 25 °C)
a vykazuje mensi stabilitu oproti SCE. Z Obr. 6 je zietelné, ze vyss§i proudovou odezvu

pii -0,3 V poskytuje fentanyl naadsorbovany na elektrodé z externiho roztoku nez fentanyl

pfitomny v analyzovaném roztoku.
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Obr. 6: CSW voltamogramy sSPCE: ZE (BRP pH 8,5), fentanyl v roztoku
(c = 0,1 mmol - dm™), naadsorbovany fentanyl na SPCE - zmé&feny poprvé a bezprostredné
podruhé na stejné SPCE; A —anodicky sken, B — katodicky sken; frekvence 25 Hz,

amplituda 50 mV

Tato informace se ukazala jako klicova pro vyvoj postupu analyzy fentanylu vedle
heroinu. Dalsi experimenty byly provadény technikou transferové adsorpéni cyklické SWV,
kdy se analyt naadsorboval na pracovni elektrodu z roztoku opioidi a voltamogram se
zaznamenaval v roztoku Cistého zakladniho elektrolytu BRP o pH 8,5 (kap. 3.2.3). Vysledné
voltamogramy (Obr. 7) ukazuji kiivku samotného zakladniho elektrolytu a kiivky fentanylu,
jednou naadsorbovaného z externiho roztoku o koncentraci 0,1 mmol - dm? po prvnim
a druhém skenu na téze SPCE. Na obou kiivkach je zfetelny fentanylovy pik/protipik pfi

potencialu okolo -0,3 V.
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Obr. 7: Transferové adsorpéni CSW voltamogramy ZE (BRP pH 8,5), naadsorbovaného
fentanylu (zF o ¢ =0,1 mmol - dm™*) zméteno poprvé a podruhé na téze SPCE; A — anodicky
sken, B — katodicky sken; frekvence 25 Hz, amplituda 50 mV

4.2.2 Optimalizace podminek pro méreni na SPCE
Slozeni vzorku

Jednim z rozhodujicich faktort reprodukovatelnosti a opakovatelnosti analyzy je stabilita
prostredi. T¢é bylo docileno pouzitim vhodného pufru. Vedle BRP o pH 8,5 byl testovan pufr
Tris o stejném pH, ktery vSak poskytoval vysokou proudovou odezvu v potencialové oblasti
-0,4 az -0,2 V, ktera je specifickd pro vyskyt fentanylového piku/protipiku (Obr. 8). Proto
byl shledan jako nevhodny a dale se nepouzival.

Bylo zjisténo, ze pokud je v externim roztoku, z néhoz se ma fentanyl naadsorbovat na
elektrodovy povrch, vice nez 20 % methanolu, dochazi pravdépodobné ke konkurencni
adsorpci methanolu, ktera se projevi narastem kapacitniho proudu, v némz se ztraci signal

fentanylu. Toto prostiedi je tudiz pro transferovou voltametrickou metodu nepouzitelné.
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Obr. 8: Transferové adsorpcni CSW voltamogramy ZE (BRP pH 8,5), adsorbovaného
fentanylu v BRP (z F o ¢ = 0,1 mmol - dm™), ZE (Tris pH 8,5), adsorbovaného fentanylu
v Tris (zF o ¢ =0,1 mmol - dm™); A — anodicky sken, B — katodicky sken; frekvence 25 Hz,
amplituda 50 mV

Vliv doby adsorpce fentanylu na elektrodu

Pro zjisténi nejlepsich podminek méteni byla sledovana zavislost vysky proudové odezvy
fentanylu na dobé jeho adsorpce na elektrodu. Fentanyl byl adsorbovan z 1,5 ml roztoku
o koncentraci 0,1 mmol - dm™ v BRP o pH 8,5 s obsahem methanolu 15 % (v/v). Po piipravé
elektrody (kap. 3.2.2) byla SPCE ponofena do roztoku na definovanou dobu a poté opét
oplachnuta destilovanou vodou. Pro méfeni byla pouzita metoda transferové adsorpcni
CSWV.

Z vysledka (Obr. 9) je patrné, ze nejvhodnéjsi doba adsorpce je 30 s, protoze fentanyl
vykazal nejvétsi proudovou odezvu. Signal analytu pii adsorpci provadéné do pal minuty

rostl téméf linearné. Pii dobé adsorpce 30 s bylo pravdépodobné dosazeno saturace povrchu
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elektrody a pfi delsi dobé& adsorpce se proud piku nezvysil, tudiz nebylo tfeba adsorpci dale

prodluzovat.
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Obr. 9: Zavislost proudové odezvy fentanylu naadsorbovaného z roztoku o ¢ = 0,1
mmol - dm™ na dob& adsorpce fentanylu na povrch SPCE; méfeno metodou transferové
adsorpéni CSWYV; frekvence 25 Hz, amplituda 50 mV

Vliv potencialu preelektrolyzy

DalSim testovanym parametrem byl potencial preelektrolyzy adsorbovaného fentanylu.
Béhem preelektrolyzy je naadsorbovany fentanyl oxidovan na formu, ktera poskytuje
v nasledujicich potencialovych skenech typicky pik/protipik na square-wave voltamogramu.
Doba preelektrolyzy byla ptfi kazdém pokusu nastavena na 5 s. VSechny ostatni parametry
byly zachovany jako v predeslé kapitole, kde se urc¢ila vhodna doba adsorpce opioidu na
elektrodu.

Na Obr. 10 je viditelné zvySovani proudu piku s rostoucim potencialem preelektrolyzy,
které dosahuje maxima pii 1,2 V. S dal§im nartstem potencialu proud piku klesa. Divodem

muze byt dalsi elektrodova reakce fentanylu, resp. jeho oxidacniho (mezi)produktu.
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Obr. 10: Zavislost proudové odezvy fentanylu naadsorbovaného =z roztoku
o ¢ = 0,1 mmol-dm> na velikosti potencialu aplikovaného na SPCE béhem
5s preelektrolyzy; méfeno metodou transferové adsorpcni CSWYV; frekvence 25 Hz,
amplituda 50 mV

Vliv poctu opakovani méteni na jedné elektrodé

I presto, ze je znamo, ze SPCE je elektroda vyrobena a urCend na jedno pouziti, bylo
testovano, jak se bude chovat analyticky signal fentanylu pfi opakovaném meéfeni na jedné
elektrodé. Zavislost vysky piku/protipiku fentanylu na poctu opakovanych analyz na jedné
SPCE byla sledovana za optimalizovanych podminek (viz vyse) metodou CSWYV. Cyklus
zahrnoval adsorpci fentanylu z 0,Immol - dm™ roztoku, oplachnuti elektrody a nasledné
9krat zopakovanou voltametrickou analyzu CSWYV se stejnou elektrodou ve stejném roztoku
ZE.

Dle Obr. 11 je zietelné, ze prvni dvé opakovani analyzy poskytly téméf stejné proudoveé
odezvy analytu, vyuzitelné pro jeho kvantitativni analyzu. Opakovanym méfenim ale
proudova odezva fentanylu sigmoidné klesala a zaroven rostl kapacitni proud pozadi, ktery
prekryval piky fentanylu a znesnadioval jejich vyhodnoceni. Tyto signaly je tedy mozné

pouzit jen na kvalitativni ureni pfitomnosti fentanylu.
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Obr. 11: Zavislost proudové odezvy jednou naadsorbovaného fentanylu
(z Fo ¢ =0,1 mmol - dm™) na po&tu opakovani méfeni na jedné SPCE; méfeno metodou
CSWYV; frekvence 25 Hz, amplituda 50 mV

4.2.3 Kalibracni zavislost fentanylovych roztoku

Série kalibracnich roztokli pfipravena dle kapitoly 3.2.1 v koncentracnim rozsahu
1-10%mol - dm3az1-10°mol - dm™ byla méfena metodou transferové adsorpéni CSWV
za optimalizovanych podminek. Z divodu omezené opakovatelnosti méfeni na jedné SPCE
zjisténé v predchozim experimentu byla prvni série méfeni provedena tak, ze kazdy
kalibracni roztok byl analyzovan vzdy na nové elektrodé. Posléze byla série meéteni
opakovana jesté dvakrat (vzdy na pfislusné elektrode), aby se zjistilo, zda 1 méné
koncentrované roztoky poskytnou adekvatni odezvu na jiz pouzitych elektrodach.

Z proudu pikti zaznamenanych po adsorpci fentanylu z jednotlivych kalibrac¢nich roztokt
(Tab. III) byly sestrojeny kalibracni zavislosti, které byly prolozeny regresnimi pfimkami
(Obr. 12). Parametry regresnich pfimek jsou uvedeny v Tab. X. Proudové odezvy pro nizsi
koncentrace (1 - 10°mol - dm>az 1 - 10°mol - dm™) bylo mozné vyhodnotit pouze z prvni
série méfeni. Z regresnich zavislosti byly vypo&teny hodnoty LOD = 1,73 pmol - dm™
a LOQ = 5,76 pmol - dm™ pro katodicky sken. Vypocitané hodnoty anodického skenu byly
velmi podobné, LOD = 1,05 umol - dm> a LOQ = 3,50 umol - dm™. V piipadé druhého
a tretiho opakovani bylo mozné odecist signaly pouze u tii nejkoncentrovanéjSich roztoka
(1-10*mol - dm™,5-10° mol - dm>a2,5- 10° mol - dm™). Diivodem bylo jiz zminéné

zvySovani kapacitniho proudu, které znesnadiiovalo vyhodnoceni analytického signalu.
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Tab. X: Parametry regresnich kalibra¢nich ptimek (y = ax + b), smérodatné odchylky
smérnice (sq) a useku (s») a korelacni koeficient R pro fentanyl, méfeno metodou transferové
adsorpéni CSWV na SPCE; o = 0,05

Koncentraéni
Cislo méfeni/sken | rozsah a=+s,[pA - dm? - pmol'] | b+ s, [pA] R
[umol - dm™]
1/katodicky 1-100 0,0162 = 0,0011 0,163 + 0,046 | 0,9897
1/katodicky 1-5 0,0428 £ 0,0075 0,064 £ 0,025 | 0,9849
1/anodicky 1-100 0,0200 = 0,0012 0,177 £ 0,053 | 0,9907
1/anodicky 1-5 0,0666 = 0,0071 0,013+ 0,023 | 0,9944
2/katodicky 25-100 0,0293 +£0,0010 -0,327 £ 0,065 | 0,9995
2/anodicky 25-100 0,0371 = 0,0050 -0,097 £0,329 | 0,9911
3/katodicky 25-100 0,0335 £ 0,0058 0,035+ 0,383 | 0,9854
3/anodicky 25-100 0,0408 = 0,0054 0,125+ 0,357 | 0,9914
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Obr. 12: Kalibraéni kiivky zavislosti proudd pika fentanylu naadsorbovaného na SPCE
z kalibra¢nich roztok®i o koncentracich (1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100 umol - dm); méfeno
optimalizovanou metodou transferové adsorpéni CSWV; frekvence 25 Hz, amplituda 50 mV
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Prubéhy transferovych adsorpnich CSWV kiivek ziskanych pii méfeni kalibracnich
roztoki ukazuje Obr. 13. Pro lepsi nazornost jsou voltamogramy v obrazku vzajemné
posunuty, aby nedochazelo k ptekryvu proudovych odezev analytu.

Je zieymé, ze pro vSechny koncentrace fentanylu, s vyjimkou nejnizsi koncentrace
(1 - 10°mol - dm™), jsou piky poskytované opioidem viditelné a vyhodnotitelné. V piipadé
roztoku o c =1 - 10 mol - dm™ se méfeni pouzitou metodou dostalo k LOD, které je rovno
1,72 umol - dm™ (v katod. skenu) a 1,05 umol - dm™ (v anod. skenu). V Piiloze 1 jsou
voltamogramy pro zminénou koncentraci priblizeny. Piky jsou stale pozorovatelné, ale jsou

znaéné zkreslené vysokym kapacitnim proudem.
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Obr. 13: Transferové adsorpéni CSW voltamogramy fentanylu adsorbovaného
z kalibra¢nich roztokt (Tab. III); A — anodicky sken, B — katodicky sken; frekvence 25 Hz,
amplituda 50 mV
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4.2.4 Detekce fentanylu v heroinu

Smésné roztoky fentanylu s heroinem byly pfipraveny podle postupu v kapitole 3.2.1.
Stejné jako pifi méfeni kalibracnich zavislosti (kapitola 4.2.3), byla pro kazdou analyzu
pouzita vzdy nova elektroda. Po nastaveni experimentalné zjiSténych optimalnich podminek
byly vzorky zméteny metodou transferové adsorpéni CSWV.

Obr. 14 vyjadiuje vztah mezi normalizovanym proudem v zéavislosti na poméru
koncentrace fentanylu ku heroinu v externim roztoku vzorku, z néhoz byl analyt adsorbovan
na SPCE. Normalizovany proud byl vypocitan jako proud analytického signalu fentanylu
(v A) déleny skute¢nou koncentraci fentanylu (v mol - dm™) v roztoku smésného vzorku
(nasobeno tisicem). Divodem pro normalizaci proudu byl fakt, ze vysledné koncentrace
fentanylu ve vzorcich s heroinem se meénily tak, aby bylo dosazeno pozadovaného poméru
fentanylu k heroinu (Tab. IV) a zarover aby byl udrzen nizky obsah methanolu ve vzorku
(methanol byl pouzit k pfipravé zasobnich roztokd opioidi). Smési o pomérech
fentanylu ku heroinu 1:1, 1:10 a 1:100 poskytly relativné srovnatelné normalizované
hodnoty proudu analytu, av§ak normalizovany proud pro roztok s pomérem F:H 1:1000 byl
jiz zatizen pomérné velkou chybou. Pfi€inou je nizk4 koncentrace fentanylu ve smeési

(c=1-10°mol - dm™), ktera se vyskytuje mimé pod LOD (viz. vyse).
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Obr. 14: Vypoctené normalizované proudy fentanylu adsorbovaného ze smésnych roztokd
v zavislosi na poméru fentanylu ku heroinu (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000); A — anodicky sken,
B — katodicky sken; méfeno metodou transferové adsorpéni CSWYV; frekvence 25 Hz,
amplituda 50 mV
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Obr. 15: Transferové adsorpéni CSW voltamogramy ZE (BRP pH 8.5), fentanylu
naadsorbovaného ze smésnych roztoka fentanylu s heroinem v pomeérech 1:1, 1:10, 1:100
a 1:1000; A — anodicky sken, B — katodicky sken; frekvence 25 Hz, amplituda 50 mV

Obr. 15 ukazuje transferové adsorpéni CSW voltamogramy zaznamenané pro smésné
vzorky heroinu a fentanylu. Riizny obsah methanolu ve smésich zptsobil rozdilné velikosti
kapacitniho proudu u jednotlivych roztokd. Stejné jako v predeslé kapitole jsou proudové
odezvy fentanylu dobfe viditelné az na nejméné koncentrovany roztok. Voltamogramy smesi
v koncentraénim poméru fentanylu ku heroinu 1:1000 jsou piiblizeny v Piiloze 2, kde je
stale pozorovatelny fentanylovy pik/protipik. Tato informace potvrdila fakt, ze je touto
metodou mozné pozorovat fentanyl v heroinu i v tisicindsobném zifedéni. Vzhledem

k podobnym molarnim hmotnostem fentanylu (336,471 g/mol) a heroinu (369,416 g/mol)
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odpovida uvedeny pomér latkovych koncentraci 1:1000 pfiblizné obsahu fentanylu
v heroinu 0,1 %. Ten se shoduje s minimalnim pouzivanym obsahem fentanylu pfi

pan¢ovani heroinu. [35]
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5 ZAVER

Bakalatska prace byla zaméfena na voltametrickou analyzu heroinu a fentanylu. Prvni
analyzy byly provedeny za pouziti elektrochemického ¢lanku s pracovni elektrodou ze
skelného uhliku. Tyto experimenty potvrdily moznost elektrochemické detekce fentanylu ve

smeésném roztoku s heroinem.

Béhem experimentl pii méfeni s SPCE byly testovany rizné pracovni podminky, které
byly nasledn€ vyhodnoceny a optimalizovany. Jako nejvhodnéjsi pro adsorpci fentanylu na
SPCE byla pozorovana doba tficet sekund. Nejvy$si proudovou odezvu poskytovaly vzorky,
které prosly pétisekundovou preelektrolyzou pfi potencialu 1,2 V. Déle bylo zjisténo, Ze pii
obsahu methanolu ve vzorku vy§sim nez 20 % (v/v) byly vysledky ovlivnény extrémné
vysokym kapacitnim proudem pozadi a proudové signaly fentanylu tudiz nebyly
vyhodnotitelné. Experimentalné se zjistilo, ze SPCE lze opakované pouzit se stejnym
vysledkem pouze dvakrat. Pfi dal§im opakovaném pouzivani dochazelo k nardstu

kapacitniho proudu, ktery komplikoval vyhodnoceni proudového signalu fentanylu.

Po nastaveni optimalnich podminek byla proméfena kalibracni zavislost fentanylovych
roztokii o koncentracich v rozmezi od 1 - 10 mol - dm™ po 1 - 10 mol - dm™. Byly
zkonstruovany grafy, vypocteny parametry regresivni pfimky a hodnoty LOD a LOQ, které

3

byly 1,73 pumol - dm™ a 5,76 umol - dm™ pro katodicky sken, 1,05 umol - dm

a 3,50 umol - dm™ pro sken anodicky.

V posledni fadé€ byly analyzovany smésné vzorky fentanylu a heroinu. Roztoky s poméry
koncentraci fentanylu ku heroinu 1:1, 1:10 a 1:100 poskytly dobfe viditelny charakteristicky
pik/protipik fentanylu. V nejméné koncentrované smeési s pomérem 1:1000 byl signal stale
vyhodnotitelny, ale vysoky kapacitni proud zpusobil zkresleni signalu, ktery se zdal byt
nadhodnocen. Pro takto maly obsah fentanylu ve smésném roztoku je vyvinuta metoda
pouzitelna pro kvalitativni dikaz pfitomnosti fentanylu, nikoli vSak pro kvantitativni

stanoveni.

Byla vyvinuta metoda, ktera by mohla byt vyuzita pro screeningovou analyzu pouli¢nich
drog k odhaleni, zda je heroin pan¢ovany fentanylem. V porovnani s ostatnimi metodami je
jeji obrovskou vyhodou, ze je mozné ji provadét v terénnich podminkach, s minimalnim

vybavenim, rychle a levng¢.
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7 PRILOHY
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Priloha 1: Transferové adsorpéni CSW voltamogramy fentanylu naadsorbovaného
z kalibra¢niho roztoku o ¢ = 1 pmol - dm™; A —anodicky sken, B — katodicky sken;

frekvence 25 Hz, amplituda 50 mV
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Priloha 2: Transferové adsorpéni CSW voltamogramy fentanylu naadsorbovaného ze
smeésného roztoku fentanylu s heroinem v poméru 1:1000; A — anodicky sken, B — katodicky
sken; frekvence 25 Hz, amplituda 50 mV
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